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(57) Abstract 

A process is disclosed for extracting lipids with a high proportion of long chain, highly unsaturated fatty acids (LCP) with 
20 to 22 C atoms from a raw material of animal or vegetable origin. Monocellular algae (microalgac), macroalgae from the family 
of the brown, red and green algae and/or residues from the alginate or carragheenin extraction with a water content equal to or 
less than 50 % wt. and a grain size equal to or less than 50 mm are used. For the extraction an organic solvent or a condensed gas 
are used. Also prepared is a lipid extract having a high proportion of w6-LCP and w3-LCP, in particular a content of at least 5 % 
by weight arachidonic acid and/or at least 3 % by weight docosahexaenoic acid. 

(57) Zusammenfassung 

Bei dem erflndungsgem^n Verfahren zur Gewinnung von Lipiden mit einem hohen Anteil von langkettig-hochungesfit- 
tigten Fettsfluren (LCP) mit 20 bis 22 C-Atomen durch Extraktion aus einem Rohmaterial tierischen oder pflanzlichen Ursprungs 
setzt man als Rohmaterial einzellige Algen (Mikroalgen), Makroaigen aus den Familien der Braun-, Rot- und Grfinalgen und/ 
Oder Reststoffe der Alginat- bzw. Carraghenangewinnung mit einem Wassergehalt < 50 Gew.-% und einer Komgr5&e < 50 mm 
ein. Zur Extraktion verwendet man ein organisches Ldsungsmittel oder ein verdichtetes Gas. Bereitgestellt wird auch ein Lipidex- 
trakt mit einem hohen Anteil an w6-LCP und w3-LCP und insbesondere mit einem Gehalt von mindestens 5 Gew.-% Arachidon- 
sSure und/oder einem Gehalt an Docosahexaens3ure von mindestens 3 Gew.-%. 
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"Verfahren zur Gewinnung von Lipiden itiit einem hohen Anteil 
von langkettig-hochungesattigten Fettsauren" 

BESCHREIBUNG 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Lipiden 
mit einem hohen Anteil von langkettig-hochungesattigten Fett- 
5 sauren mit 20 bis 22 C-Atoraen durch Extraktion aus einem 

Rohmaterial tierischen oder pflanzlichen Ursprungs, den dabei 
gewonnenen Extrakt und dessen Verwendung. 

Neben den gesattigten Fettsauren finden sich in unseren Le- 
bensmitteln einfach und mehrfach ungesattigte Fettsauren, die 

10 somit in ihrer Kohlenstof f kette mindestens eine Doppelbindung 
aufweisen. Zur Bezeichnung dieser Polyenf ettsauren werden hau- 
fig Kurzformeln verwendet. Dabei wird zunachst die Anzahl der 
C-Atome bzw, die Kettenlange angegeben. Es folgt ein Binde- 
strich Oder Doppelpunkt, an die sich erne Zahl anschlieflt, 

15 welche die Anzahl der Doppelbindungen in der Kohlenstof f kette 
bezeichnet. Im AnschluB daran, jedoch getrennt davon, wird die 
Zahl der Omega-C-Atome , gezahlt vom Methylende der Kette, nach 
einem "w'' oder **n" angegeben. Dementsprechend wird die Linol- 
saure als 18-2 n6 bezeichnet. 

20 Im Fettsaurestof fwechsel des Menschen konnen zwar Doppelbin- 
dungen in die Kohlenstof f kette einer gesattigten Fettsaure 
eingefuhrt werden. Diese Desaturierung ist allerdings nur ab 
dem Kohlenstof fatom C9 in Richtung auf das Carboxylende mog- 
lich. Dies hat zur Folge, daC Fettsauren, wie die Lonolsaure 

25 (18:2 n6) und die a-Linolensaure (18:3 n3 ) als essentiell zu 
bezeichnen sind, da sie vom menschlichen Organismus nicht 
selbst synthetisiert werden konnen, sondern mit der Nahrung 
zugefuhrt werden miissen. 
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Ausgehend von diesen essentiellen C18-Fettsauren ist der ge- 
sunde menschliche Organismus in der Lage, eine Reihe von 
hochungesattigten Fettsauren mit 20 bzw. 22 C-Atomen durch 
weitere Desaturation und Kettenelongation zu synthetisieren. 
5 Dabei erfclgt die Elongation am Carboxylende des Molekuls und 
die Desaturation zwischen der Carboxylgruppe und der ersten 
folgenden Doppelbindung . Die Zahl der C-Atome zwischen dem Me- 
thylende der Fettsaure und der letzten Doppelbindung (Omega-C- 
Atome) bleibt dadurch unverandert, so dafl aus der Linolsaure 

10 (18:2 n6) im Lipidstof fwechsel nur Omega-6-Fettsauren (w6-Fa- 
milie) und aus der a-Linolensaure nur Omega-3-Fettsauren (w3- 
Familie) abgeleitet werden konnen. Der Biosyntheseweg der w6- 
Familie verlauft aomit ausgehend- von der Linolsaure (CI 8-2 n6) 
uber die Gamma-Linolensaure (C18-3 n6 ) , die Di-Homo-Gamma- 

15 Linolensaure (C20-3 n6), die Arachidonsaure (C20-4 n6 ) zur Do- 
cosapentaensaure (C22-5 n6). Hinsichtlich der wS-Familie ver- 
lauft der Biosyntheseweg ausgehend von der a-Linolensaure 
{C18-3 n3), uber die Octadecatetraensaure (C18-4 n3), die Ei- 
cosatetraensaure (C20-4 n3), die Eicosapentaensaure (C20-5 n3 ) 

20 zur Docosahexanensaure (C22-6 n3 ) . 

Diese Gruppe von physiologisch auBerordentlich bedeutsamen 
Fettsauren wird entsprechend internationaler Konvention auch 
als LCP ("long-chain polyunsaturated fatty acids") bezeichnet. 
Diese Fettsauren mit 20 bis 22 C-Atomen leiten sich von den 
25 essentiellen C18-Fettsauren ab und besitzen mindestens zwei 

Doppelbindungen im Acylrest. Die Bezeichnung LCP wird nachste- 
hend als Kurzschreibweise dieser Gruppe von Fettsauren be- 
nutzt, wobei zwischen den w6- und w3-LCP unterschieden wird. 

Die LCP's verfiigen uber vielfaltige biologische Wirkungen. Sie 
30 sind beispielsweise unverzichtbarer Bestandteil aller Zellmem- 
branen des Kbrpers. Eine Anderung der Membranlipidzusammenset- 
zung kann zu den verschiedensten physiologischen Storungen 
fiihren. 

Besondere Auf merksamkeit haben zudem in den letzten Jahren di< 
35 aus einigen LCP's im Organismus synthetisierten Eicosanoide 
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(Prostaglandine, Leucotriene, Prostacycline und Thromboxane) 
erfahren. Es hat sich gezeigt, daB diese hochwirksame Sub- 
stanzgruppe der Eicosanoide in niedrigen Konzentrationen an 
einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt ist. 

5 Bei Sauglingen und Kindern besteht nun im Vergleich von Er- 
wachsenen wegen des relativ hohen Bedarfs fiir das Wachstum und 
der geringen Reserven die Gefahr eines Mangels an diesen LCP. 
Wahrend des letzten Trimesters der intrauterinen Entwicklung 
des Fotus und wahrend der postnatalen Entwicklung des Neugebo- 
10 renen werden grofie Mengen der w6- und w3-LCP in den Organen 
accumuliert. Die Kapazitat zur Synthese der LCP aus den essen- 
tiellen Vorstufen scheint beim jungen Saugling jedoch aufgrund 
einer Unreife des desaturierenden Enzymsystems limitiert zu 
sein. 

15 Da diese LCP-Fettsauren in den bisher erhaltlichen Sauglings- 
nahrungen nahezu vollstandig fehlen, wurden in letzter Zeit 
Formelnahrungen entwickelt, die mit diesen Fettsauren angerei- 
chert sind, man vergleiche beispielsweise DE 39 20 679 Al . 

Aufgrund des gestiegenen Interesses an LCP's wurde verstarkt 
20 nach Rohstof f quellen fiir derartige langkettig-hochungesattigte 
Fettsauren gesucht. Die zur Zeit erhaltlichen Ole aus LCP's 
werden ganz uberwiegend aus marinen Kaltwasserf ischen gewonnen 
(man vergleiche EP 0 292 846 A2 und DE 39 40 239 Al) . Derar- 
tige Ole aus dem Muskelgewebe oder aus Organen von Fischen 
25 zeichnen sich durch hohe Anteile an w3-LCP's und insbesondere 
an Eicosapentaensaure (20-5 n3 ) und Docosahexanensaure (22-6 
n3) aus. Derartige Ole und insbesondere Ole aus Fischorganen 
haben jedoch den Nachteil , daC sie einen hohen Choleste- 
ringehalt besitzen und auch einen hohen Gehalt an fettlosli- 
30 Chen Vitaminen und ggf. an f ettlbslichen Schadstoffen 
( Schwermetalle/Pesticide ) aufweisen. 
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Es wurde auch bereits vorgeschlagen , LCP aus autotroph bzw. 
heterotroph f ermentierten Microorganismen zu gewinnen (man 
vergleiche WO 91/07498, WO 91/119 182 und DE 34 46 795 Al ) . 

Die hier interessierenden LCP konnen auBerdem aus Organfetten 
5 von Schlachttieren ( Rinder/Schweine und aus dem Eigelb von 
Huhnereiern (EP 0 074 251 B2 ) gewonnen werden. Die Extraktion 
von LCP aus Humanplacenten ist in der EP 0 140 805 Al be- 
schrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur 
10 Gewinnung von LCP-reichen Lipiden aus einem bisher noch nicht 

fiir diese Zwecke eingesetzten Rohmaterial bereitzustellen . 

Ferner ist es Aufgabe der Erfindung, einen Lipidextrakt bzw. 

Lipidextraktfraktionen bereitzustellen, die reich an LCP-Fett- 

sauren sind und u.a. eine Grundlage zur Herstellung von Nah- 
15 rungen, insbesondere Babynahrungen darstellen. 

Gelbst wird diese Aufgabe durch die Lehre der Anspriiche. 

Ein wesentlicher Aspekt der Erfindung besteht darin, dafi man 
ein bestimmtes Rohmaterial zur Gewinnung von LCP-haltigen Li- 
piden einsetzt. 

20 Im erf indungsgemaflen Verfahren kann man beispielsweise haupt- 
sachlich im Meer vorkommende Makroalgen aus den Familien der 
Braun-, Rot- und Griinalgen zur Anwendung bringen* Von diesen 
sind insbesondere diejenigen aus den Familien der Phaeophyceen 
und Rhodophyceen von Interesse. Einzelne Arten werden vor al- 

25 lem in den Kustenlandern Nordeuropas und Ostasiens (Japan) 
aber auch in anderen Teilen der Welt' fiir die menschliche Er- 
nahrung genutzt. Diese Makroalgen sind in vielen Schelfgebie- 
ten der Ozeane zu finden und stehen in praktisch unbegrenzter 
Menge zur Verfiigung, Einige wenige Makroalgenarten werden zu- 

30 dem auch in abgegrenzten Meeresarealen ( Aquakulturen ) gezielt 
kultiviert . 

Es wurde nun iiberraschend gefunden, dafi man Lipide mit einem 
hohen Anteil an LCP's aus diesen Markoalgen in wirtschaftli 
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cher Weise extrahieren kann, wenn man ein organisches Losungs- 
mittel Oder ein verdichtetes Oas einsetzt. Zudem warden die 
Makroalgen vor der eigentlichen Extraktion zerkleinert, insbe- 
sondere gemahlen, so daB das aus diesen Makroalgen gewonnene , 
5 iin erf indungsgemaOen Verfahren eingesetzte Rohmaterial eine 
Korngr613e < 50 mm besitzt. Aulierdem werden die Makroalgen 
entweder vor oder nach der Zerkleinerung getrocknet, so daB 
ihr Wassergehalt < 50 Gew.-% betragt. 

Als Rohmaterial auf Basis von Braun- und Rotalgen kann man 
10 auch am Markt verfugbare, teilweise getrocknete Prodiikte aus 
zermahlenen nativen Algen ( "Algenmehl " ) einsetzen. Diese kom- 
merziell erhaltlichen Produkte werden preisgiinstig am Markt 
angeboten und bisher lediglich zur Bodenverbesserung oder auch 
als Zusatz zum Tierf utter eingesetzt, 

15 Aus verschiedenen Braun- und Rotalgenarten werden derzeit in 
groUerem Umfang Alginate und Carraghenane gewonnen, die als 
Hydrokolloide im Bereich der Lebensmittelindustrie in vielfal- 
tigster Weise Anwendung finden. Zur Gewinnung der Hydrokol- 
loide werden die Algen in groflem Umfang wie oben beschrieben 

20 *'angebaut" bzw. kultiviert, geerntet, getrocknet und zermah- 
len. In Abhangigkeit von den gewunschten Eigenschaf ten der zu 
extrahierenden Hydrokolloide werden gezielt verschiedene Al- 
genspezies gemischt und schlieBlich wassrig extrahiert. 

Es wurde nun ferner iiberraschend gefunden, dafl die bei der Hy- 
25 drokolloidextraktion anfallenden Reststoffe, die zur Zeit 

uberhaupt nicht bzw, in sehr geringem Umfange zur Herstellung 
von Produkten zur Bodenverbesserung oder als Zusatze fiir Tier- 
f utter genutzt werden, als Rohmaterial fiir das erf indungsge- 
mafie Verfahren einsetzen kann. Es hat sich namlich gezeigt, 
30 da(3 bei der Extraktion zur Gewinnung der Hydrokolloide unter 
Verwendung von Sauren und Laugen die in den Algen vorhjandenen 
LCP-haltigen Lipide nicht geschadigt werden, Durch die Entfer- 
nung der Hydrokolloide aus den Algengemischen kommt es im Ge- 
genteil sogar zu einer verbesserten Ausbeute der extrahierba- 
35 ren Lipide einschliefllich der hier interessierenden langket 
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tig-hochungesattigten Fettsauren und zugleich zu einer gerin- 
geren Belastung der Extrakte mit Hydrokolloiden und Pigmenten. 

Bei dem erf indungsgemaO bevorzugten Einsatz von derartigen bei 
der Hydrokolloidgewinnung anfallenden Reststoffen wird somit 
5 ein fur die menschliche Ernahrung eingesetzter Rohstoff noch 
einmal verwendet und somit optimiert genutzt. Die Reihenfolge 
der Extraktionsprozesse (Extraktion mit einem wassrigen und 
organischen Losungsmittel ) ist im Prinzip nicht von Bedeutung. 
Allerdings wird eine vorherige Alginatgewinnung bevorzugt, da 
10 in Folge dessen der relative Lipidgehalt im Rohstoff und damit 
die Ausbeute geateigert werden kann und die Belastung der 
Lipidextrakte mit Hydrokolloiden minimiert wird. 

Als Rohmaterial, das im erf indungsgemaBen Verfahren eingesetzt 
wird, konnen erf indungsgemafi ferner Mikroalgen eingesetzt wer- 
15 den, die zum Teil in einigen Landern bereits traditionell zur 
menschlichen Ernahrung benutzt werden, Diese uberwiegend ein- 
zelligen, im Su(3- , See- oder auch Brackwasser beheimateten Al- 
gen werden hierzu haufig in offenen Freilandteichen unter Aus- 
nnutzung des Sonnenlichtes kultiviert. 

20 In den letzten Jahren wurde verstarkt versucht, einzellige Al- 
gen unter definierten Kulturbedingungen zu f ermentieren. Ent- 
sprechend fermentativ hergestellte Algenbiomasse ist heute 
z.B. bereits fiir die Arten der Gattung Spirulina, Dunaliella 
und Porphyridium am Markt erhaltlich. Zusatzlich zu diesen au- 

25 totroph - d.h. unter Sonnenlicht oder kunstlicher Beleuchtung 
- kultivierten Arten wurden Verfahren entwickelt, bestimmte 
Mikroalgen-Biomasse heterotroph in geschlossenen Fermentern 
kostengunstig herzustellen . Alle diese im Freiland kultivier- 
ten oder autotroph bzw. heterotroph f ermentierten Mikroalgen 

30 aus den Stammen der Cyanophyta, Chrysophyta Dinophyta, 
Euglenophyta, Rhodophyta und Chlororphyta konnen er- 
f indungsgemaB eingesetzt werden. 

Sollten die erf indungsgemaB eingesetzten Reststoffe aus der 
Hydrokolloidextraktion und die erf indungsgemaB eingesetzten 
35 Mikroalgen einen Feucht igkeitsgehalt von mehr als 50 Gew . -% 
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und/oder eine Korngrbfle von grofier als 50 mm besitzen, dann 
wird dieses Rohmaterial vor der erf indungsgemafien Extraktion 
getrocknet und/oder gemahlen, so daB der Wassergehalt der im 
erf indungsgemaflen Verfahren eingesetzten Biomasse < 50 Gew.-% 
5 und die KorngroBe < 50 mm sind. 

Vorzugsweise setzt man ^ein Rohmaterial mit einem Wassergehalt 
von 5 bis 50 Gew.-%, insbesondere 5 bis 15 Gew.-% und mit ei- 
ner KorngroBe von 0,01 bis 50 mm, insbesondere von 0,1 bis 1,0 
mm ein» 

0 Als Losungsmittel zur Extraktion der Lipide mit einem hohen 
Anteil an LCP's setzt man ein organisches Losungsmittel oder 
ein verdichtetes Gas ein. Als organische Losungsmittel kommen 
insbesondere klassische organische Solventien und niedere Al- 
kohole mit 1 bis 6 Kohlenstof f atomen zur Anwendung* Vorzugs- 

15 weise setzt man dabei solche Solventien und Alkohole ein, die 
mit Wasser in jedem Verhaltnis mischbar sind. Als bevorzugter 
Vertreter sei Ethanol genannt. Naturlich konnen auch Gemische 
der genannten Losungsmittel eingesetzt werden. Dabei werden 
vorzugsweise solche organischen Losungsmittel zur Anwendung 

20 gebracht, die nach_ den jeweiligen lebensmittelrechtlichen Be- 
stimmungen zulassig sind, 

Als verdichtete Gase setzt man vorzugsweise Kohlendioxid oder 
Propan oder ein Gemisch davoh ein. Das eingesetzte Gas muB 
Driicke und Temperaturen aufweisen, die gewahrleisten, daB es 

25 sich in einem fliissigen oder uberkritischen Zustand bef indet. 
Derartige verdichtete Gase sind durch charakteristische Lo- 
sungseigenschaf ten insbesondere fur lipophile Inhaltsstof f e 
gekennzeichnet • Dem komprimierten Gas konnen zur Anderung der 
Extraktionseigenschaf ten andere Gase oder Fliissigkeiten als 

30 Schleppmittel in einer solchen Menge beigemischt werden, daB 
sich die Mischung bei den Extraktionsbedingungen in einem 
einheitlichen fliissigen oder uberkritischen Zustand befinden- 
Als Schleppmittel kann dabei ein verdichtetes Gas, das polarer 
Oder unpolarer ist als das zur Extraktion eingesetzte verdich- 

35 tete Gas oder auch ein organisches Losungsmittel Anwendung 
finden. Auf diese Weise kann man die Polaritat des Extrakti- 
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onsmittels und somit die Losungseigenschaf ten davon beeinflus- 
sen bzw. einstell n 

Die Extraktion mit einem organischen Losungsmittel fuhrt man 
insbesondere bei einer Temperatur von 20 'C bis 65 'C durch, 
5 wobei der obere Temperaturwert natiirlich von dem eingesetzten 
Losungsmittel abhangt. ;Vorzugsweise extrahiert man bei einer 
Temperatur von ca. 60 'C, insbesondere wenn man Ethanol als 
organisches Losungsmittel einsetzt* 

Die Extraktion fiihrt man vorzugsweise in Form einer ansatzwei- 
10 sen Extraktion (Mazeration) , einer Perkolation, einer Dekan- 
terextraktion oder einer Gegenstromextraktion durch. Die 
Gesamtausbeuten bei diesen Verf ahrensweisen konnen zwar gerin- 
ger sein als bei einer Extraktion der gesamten Lipide, 
beispielsweise mit Hilfe der erschopf enden Soxhlet-Extraktion . 
15 Allerdings lassen sich diese Arbeitsweisen in wesentlich 
kiirzerer Zeit und somit wirtschaf tlicher durchfiihren. 

Bei der Extraktion mit einem verdichteten Gas fuhrt man vor- 
zugsweise eine Perkolation durch. 

Wenn im Rahmen dear vorliegenden Unterlagen von einem organi- 
20 schen Losungsmittel die Rede ist, das im erf indungsgemaflen 

Verfahren eingesetzt werden kann, dann werden darunter sowohl 
die entsprechenden wasserfreien Losungsmittel als auch solche 
Losungsmittel verstanden, die Wasser enthalten (beispielsweise 
bis zu 30 Vol.-%). Somit konnen Standardlosungsmittel einge- 
25 setzt werden, ohne dafi es erforderlich ist, diese vorher zu 
trocknen. Jedoch kann ein hoher Wasseranteil die Ausbeute an 
gewiinschten Lipiden nachteilig beeinf lussen • 

Zur Abtrennung des Lipidextraktes aus der durch Extraktion mit 
organischen Losungsmitteln gewonnenen Extraktionsf liissigkeit 

30 (Miscella) erniedrigt man vorzugsweise die Temperatur der 

Miscella soweit, daI3 sich der Lipidextrakt zumindest teilweise 
abscheidet. Setzt man als Losungsmittel ein in jedem Verhalt- 
nis mit Wasser mischbares Losungsmittel, beispielsweise Etha- 
nol Oder Isopropanol ein, dann kann man den Lipidextrakt auch 

35 durch Erhohung des Wassergehal tes abtrennen, wobei diese Mafi- 
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nahme auch mit der geschilderten Temperaturerniedrigung kombi- 
niert werden kann. Dabei entzieht man der Miscella das organi 
sche Losungsmittel nicht oder nur teilweise. Die Miscella 
wird, ggf. unter Kuhlung, in einer ersten Stufe mit Wasser 
5 versetzt, so daii die Losungskapazitat der Mischiing bei der ge 
wahlten Temperatur nicht mehr ausreicht, die Lipide in Losung 
zu halten. Diese werden nun beispielsweise mit einem Trennse- 
parator von der Miscella abgetrennt. 

Der dabei resultierenden Losung kann man nun bei Normaldruck 
10 und hohen Temperaturen das flussige Losungsmittel entziehen 
und so den Restextrakt gewinnen. 

Bei dieser Abtrennung des Lipidextraktes aus der Miscella 
durch Erhohung des Wassergehaltes und/oder durch Temperaturer 
niedrigung erhoht man den Wassergehalt der Miscella vorzugs- 

15 weise auf 20 % bis 90 %, insbesondere auf 30 bis 50 %. Die 
Temperatur der Miscella senkt man vorzugsweise auf Werte von 
+20 *C bis -60 'C und insbesondere auf +5 bis -18 ab. E 
versteht sich von selbst, daB der Wassergehalt des urspriing- 
lich eingesetzten Lbsungsmittels und somit der Miscella vor 

20 der Wasserzugabe oberhalb der angegebenen Werte gelegen hat. 
Vorzugsweise setzt man ein Losungsmittel mit einem Wasserge- 
halt von 0 bis 20 Vol.-%, insbesondere von 4-15 Vol.% (z.B. 
Ethanol ) . 

Analoges gilt fiir die Temperatur. So mufi die Temperatur der 
25 Miscella vor der Temperaturerniedrigung natiirlich oberhalb 

derjenigen Werte liegen, auf die abgesenkt wird, Vorzugsweise 
hat die Miscella eine Temperatur von 40 'C bis zur Siedetempe 
ratur des eingesetzten Losungsmittels . 

Natiirlich kann man den Gesamtextrakt aus der Miscella auch 
30 durch Abdampfen des Losungsmittels gewinnen. Durch Erhohung 
des Wassergehaltes und/oder durch Temperaturerniedrigung ist 
es jedoch moglich, die Lipide mit den hier interessierenden 
Fettsauren nahezu quantitativ abzuscheiden. 

Aus der mit Hilfe eines organischen Losungsmittels gewonnenen 
35 Miscella oder aus dem daraus erhaltenen, vollstandig oder 
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teilweise vom Losungsmlttel befreiten Extrakt kann man mit ei- 
nem verdichteten Gas, vorzugsweise Kohlendioxid , nochmals 
extrahieren. Bei dieser bevorzugten Ausf uhrungsf orm fraktio- 
nierte man den nit Hilfe des organischen Lbsungsmittels gewon- 
5 nenen Extrakt in eine unpolare triglyceridhaltige Franktion 
und eine polare phospholipidhaltige Fraktion, die, ggf. nach 
entsprechender Raffination, vielfaltigen Verwendungszwecken 
zugefiihrt werden kann. 

Die Bedingungen fiir die f raktionierende Extraktion mit dem 
10 verdichtenden Gas sind die gleichen wie bei der Extraktion der 
ursprunglich eingesetzten Algen etc. mit diesem Gas. 

Es wurde uberraschend gefunden, daO es moglich ist, durch Wahl 
bestimmter Rohmaterialien und durch bestimmte Extraktions- 
schritte einen Lipidextrakt bzw. Lipidextraktf raktionen mit 
15 Lipiden zu erhalten, die reich an bestimmten LCP's sind. 

Gegenstand der Erfindung ist somit auch ein Lipidextrakt bzw. 
eine Lipidextraktf raktion mit einem Gehalt an Arachidonsaure 
von mindestens 5 Gew.-X und/oder mit einem Gehalt an Docosa- 
hexaensaure von mindestens 3 Gew.-%, bezogen auf das Gesamt- 
20 gewicht der Fettsauren. Es versteht sich von selbst, daB diese 
Fettsauren nicht frei, sondern in "gebundener Form" (z.B. 
Triglycerid, Glycolipid, Phospholipid etc.) vorliegen. Durch 
die Bereitstellung dieses Lipidextraktes bzw. dieser Li- 
pidextraktf raktionen ist es u.a. moglich, einen Rohstoff fiir 
25 die Herstellung von Babynahrungen bereitzustellen, der die fiir 
die Entwicklung des Kindes wichtigen Arachidonsaure und/oder 
Docosahexaensaure enthalt. Lipide, die an diesen Fettsauren 
reich sind, sind ansonsten nur schwierig oder in wlrtschaf tli- 
cher Hinsicht unbef riedigender Weise zu erhalten. Der Gehalt 
30 an Arachidonsaure und Docosahexaensaure und insbesondere der 
Gehalt an diesen beiden Fettsauren in einem Lipidextrakt hangt 
natiirlich von der Wahl des eingesetzten Rohmaterials ab. Es 
ist jedoch ausreichend, wenn der Lipidextrakt eine dieser 
Fettsauren in einem hohen Anteil enthalt, da er natiirlich mit 
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anderen Extrakten und auch anderen Bestandteilen vermischt 
werden kann. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein nach dem erf indungsge- 
malJen Verfahren erhaltlicher Lipidextrakt bzw. eine Lipidex- 
5 traktf raktion. 

Die erfindungsgemafien LCP-haltigen Lipidextrakte oder einzelne 
Lipidf raktionen (Triglyceride, Glxcolipide, Phospholipide etc. 
Oder Geroische von beiden) konnen, ggf . nach ublicher Bafina- 
tion und Stabilisierung , als Zusatz zum Fettkorper von Saug- 
10 lingsnahrungen benutzt werden. Hierbei sind unter Sauglings- 
nahrungen nicht nur die ublichen Anf angsmilchnahrungen fur 
friih- und reifgeborene sauglinge zu verstehen, sondern auch 
Spezialprodukte, die beispielsweise zur Therapie oder Preven- 
tion atopischer Erkrankungen angeboten werden. 

15 Aufgrund der charakteristischen Anteile an LCP und ihrer einul- 
gierenden Eigenschaf ten konnen insbesondere phospholipidhal- 
tige Fraktionen aus Algen-Rohstof f en nach entsprechender Raf- 
fination und Stabilisierung auch als Zusatz in Fettemulsionen 
zur parenteralen Ernahrung benutzt werden. 

20 Die genannten Lipidextrakte und/oder Lipidf raktionen und/oder 
die daraus nach Hydrolyse und Umesterung erhaltenen Alkylester 
der LCP konnen in geeigneter Form (beispielsweise Gelatine- 
Kapseln) zur Prevention arteriosklerotischer Erkrankungen und 
von entziindlichen Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden. 

25 Die LCP-haltigen Fraktionen und insbesondere die Phospholipid- 
fraktionen konnen als Wirkstoff zusatz zu kosmetischen Prapara- 
ten Oder als Ausgangsmaterial zur Bildung von Liposomen die- 
nen, die gleichfalls kosmetischen Praparaten zugesetzt werden 
konnen. 

30 Insbesondere die LCP-haltigen Phospholipidf raktionen konnen 
aufgrund ihrer physiko-chemischen Eigenschaf ten als Emulgato 
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ren in der Lebensmittel- und der kosmetischen Industrie einge- 
setzt werden, 

Hochgereinigte Fraktionen der LCP-haltigen Lipide sowie die 
nach Hydrolyse und eventueller Umesterung erhaltenen freien 
Fettsauren und Fettsaureester konnen als Vergleichssubstanzen 
(Standards) in der Analytik Anwendung finden. 

Beispiel 1 

Extraktion verschiedener Rohmat erialien mit Hilfe der Soxhlet- 
pxtraktion 

Eine Reihe verschiedener Algenarten sowie eine Vielzahl ver- 
schiedener Beststoffe der Alginat- und Carraghenangewinnung 
wurden mit Hilfe der erschopf enden Soxhlet-Extraktion unter 
Verwendung von Ethanol (96 %; V/V) wahrend eines Zeltraumes 
von 40 h extrahiert. Dabei wurden die Lipide quantitativ 
extrahiert. Als gesamte Lipide werden im folgenden die natttr- 
lichen Gemische aus Triglyceriden , Glyco- und Phospholipiden 
sowie fettloslichen Pigmenten und Vitaminen bezeichnet. 

Die Ergebnisse dieser Extraktionen sind in den Tabellen 1 und 
2 zusammengefaBt. Diese Tabellen zeigen das jeweilige Fettsau- 
remuster bzw. die jeweiligen Gesamtlipid- bzw. Fettsaureaus- 
beuten. 

Die in diesen Tabellen 1 und 2 aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, 
daB die erf indungsgemaB extrahierten Braun- und Rotalgen bzw. 
die Reststoffe der Alginat- und Carraghenangewinnung einen ho- 

; hen Gehalt an physiologisch-bedeutsamen polyungesattigten 

Fettsauren aufweisen, Als wertgebende Komponenten sind hier in 
erster Linie die Arachidonsaure (AA;20-4 n6 ) und die Docosahe- 
xaensaure (DBA; 22-6 n3 ) zu nennen. Diese Fettsauren konnen in 
sehr unterschiedlichen Anteilen aus den einzelnen Rohstoffen 

) extrahiert werden. Wahrend die Arachidonsaure mit Anteilen von 
5 bis 8 Gew.-% aus alien Rohstoffen extrahiert werden konnte, 
sind vor allera die als Alginat 3 und 4 bezeichneten Rohstoffe 
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der Alginat- und Carraghenangewinnung durch charakteristische 
Gehalte an Docosahexaensaure gekennzeichnet . Diese Fettsaure 
kommt in den ubrigen Rohstoffen nicht oder in nur sehr gerin- 
gen Anteilen vor, 

5 Die in Tabelle 2 dargestellten Extraktionsausbeuten zeigen, 
da3 sich der insgesamt extrahierbare Lipidgehalt der verschie- 
denen Algen-Rohstof f e etwa zwichen 10 bis 70 g pro kg Trocken- 
masse bewegt, woraus sich jeweils etwa 50 % an Gesamtf ettsau- 
ren gewinnen lassen. In den Reststoffen der Alginatgewinnung 
10 betragt der Anteil der extrahierbaren wertgebenen Fettsauren 
(n6-LCP+n3-LCP) bis zu 7 g pro kg Trockensubstanz und in den 
nativen Algen bis zu 6 g pro kg Trockensubstanz. 

Das erf indungsgemafle Verfahren ist insbesondere dann wirt- 
schaftlich durchfuhrbar, wenn man als Rohmaterial beim erfin- 
15 dungsgemaBen Verfahren die beiden Reststoffe der Alginatgewin- 
nung Alginat 2 und Alginat 3, das Single-Cell Oil (Mikroalge) 
und das Algenmehl von Ascophyllum nodosum einsetzt. 

Der durch die LosUngsmittelextraktion erhaltene Extrakt kann 
mittels herkommlicher Verfahren fraktioniert und gereinigt 
20 werden. Es kann sich auch eine erf indungsgemafle Extrakt ion mit 
einem verdichteten 'Gas anschlieflen. 
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Tabelle 1 

Fettsauremuster von Mikroalgen, Makroalgen und von Reststoffen 
der Algjnatgewinnung durch Ehtan ol-Soxhlet-Extrakt ion in Gew.- 
% des Gesamtf ettsauremusters 



0 



Name 


MIkro 


Alginatl 


AlglnaC 


AlglnaO 


AlginaU 1 Fucns 


Asm, 


Lam. 


Macro. 






















12-0 


0.50 


0.78 


0.84 


0.20 


1.06 


0.08 


0.15 


0.51 


0.32 ! 


14.0 


0.49 


9j7 


6.94 


10.04 


6.16 


11.76 


10.40 


7.06 


13.90 i 


tl4-ln5 


0.06 


0.27 


0.25 


0.27 


0,15 


0.08 


0.08 


0.24 


0.15 1 


14-1 n5 


0.00 


0.11 


0,09 


0,23-. 


1.66 


0.09 


0.12 


0.05 


0.82 1 


15-0 


0.42 


QJl 


0.30 


0.41 


0.55 


0.39 


033 


0.43 


0.74 1 


16-0 


49.66 


23.53 


17,39 


13.40 


27.92 


19.27 


12.40 


2239 


29.90 1 


116-1 n7 1 3.97 


0.25 


0.21 


0.19 


1.33 


0.12 1 0.12 


0.00 1 2.55 i 


• 16-1 n7 1 0,45 


3.08 


3.00 


1.45 


3.46 


1.49 1 1.28 1 4.05 1 3.16 i 


17-0 1 0.39 


0.16 


0.11 


0.18 


025 


0.15 1 0.17 1 0.14 1 0.23 1 


18-0 


2.97 


0.97 1 0.63 


0.66 


1.S0 


0.S2 1 0.93 1 1.11 1 1.51 i 


' tlS-1 n9 


0.06 


0.03 1 0.03 


0.00 


023 


0.00 1 0.02 1 0.02 1 0.14 i 


i 18-1 n9 


1.30 


29.34 1 •'.2.64 


44.34 


22.92 


36.33 1 43.80 1 20.01 1 22,40 i 


1 18-2 n6 


6.94 


7,37 


6.15 


7.44 1 3.32 


8.74 1 8.00 1 5.83 1 3.87 i 


! lS-3n3 


0.78 


3.40 


5.69 


1.74 


0.78 


2.64 


230 1 6.00 1 2.00 ! 


18-4 n3 


0.00 


3.31 


11.27 


1.00 


1.40 


2,15 


1.43 i 9,92 1 2.03 '• 


20-0 


0.00 


0.75 


0.43 1 0.32 1 2.00 


0.43 


029 1 0.49 1 1.13 ! 


20-1 n9 


0.00 


0.04 


0.05 


0.09 


0.S0 


0.05 


0.11 1 0,02 1 0.04 ! 


20-2 n6 


1.09 


0.29 


0.51 


1.25 


0.15 


0,22 


137 1 0.14 1 0.04 i 


20-3 n6 


0.98 


0.45 


0.41 


0.58 


0.4S 


0.76 


0.59 1 0.30 1 033 j 


20-4 n6 


1Z06 


7.20 


S,41 


5.22 


5.01 


734 


8.05 1 7.72 1 7.35 i 


20-3 n3 


0.00 


0.08 


0.16 


0.03 


0.02 


0,06 


0.27 1 0.14 1 0.03 ! 


20-5 n3 


8.19 


5.54' 


10,62 


1.87 


1.18 


3,15 


3.06 1 9.82 1 Z41 i 


22-0 


0.00 


0,08 


0.04 


0.15 


0.03 


0.15 


0.12 


0.02 


0,09 i 


22-1 n9 


0.00 


0.01 


0.01 


0.14 


0.68 


0.02 


030 


037 


0,04 ! 


24-0 


0.00 


0,09 


0.11 


0.21 


0.00 


0.14 


0.20 


0.05 


0,20 I 


24-1 n9 1 0.00 


0.55 


0.35 


1.70 


0.01 


0.89 


1.19 


0.02 


0,11 1 


22-6 n3 1 0.00 


0.03 


0,00 


3.56 


7.40 


0.17 


0.08 


0.10 


0,05 ! 




















n. i. 1 


9.69 


3J8 


3j4 


9.24 


2J0 


2.74 


3.05 


3,85 1 


trans FS 1 4,63 


0,55 


0.49 


0.46 


1.72 


02 


0.22 


0.26 


2.84 i 














1 




Summe I 100 


100 


100 


100 


100 


100 


100 1 100 


100 1 



20 

Mikro = Mikroalge; z.B. Prophyridium cruentum; Alginat 1 bis 
= verschiedene Reststoffe der Alginatgewinnung ; Fucus = Fucus 
serratus; Asco. = Ascophyllum nodosum; Lam. = Laminaria digi- 
tata, Macro, = Macrocystis pyrifera; n.i. = nicht identifi- 
25 ziert; trans FS = trans Fettsauren. 
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Tabelle 2 

f;«»aftiiite^trakt- . Lit) idextrakt- und Fettsaureausbeuten von Mi- 
I^T-oalgen. Makroalgen unri von Re ststoffen der Aleinatgewinnung 
durrh Ethanol-Soxhlet-Extraktion in g pro kg Rohstof f-Trocken- 
5 substanz 





Mikro 1 Aicinatl 


AlcinatZ 1 AIcinat3 


Alcinat4 


Lam. 


Macro. 


Fucus 


Asco. 






















GE 


233.7 


77,22 


98.25 


111J2 


5Z28 


130.64 


61.68 


246.92 


157.05 1 


LE 


20.7 


55.60 


73.51 


60.36 


22.16 


22.45 


11.25 


46.15 


73.74 1 






















Ces-'KS 


10.1 


28,07 


34,81 


34,00 


7.54 


9.78 


5,11 


27.26 


■ 42.19 1 


% FS im 
LE 


48.3 


50,49 


47,36 


56,33- 


37,48 


4349 


45.40 


59,07 


57,20 1 






















n<-LCP 


14.14 


2.28 


3J6 


2,48 


0.47 


0.82 


0.44 


Z33 


4.34 


n3-LC? 


3.19 


1.62 


3.88 


1.92 


0.71 


1.02 


0.13 


0.95 


1,48 






















2(Ma6 


2.49 


2,07 


3.03 


1.84 


0.42 


0.78 


0.42 


2.05 


3,49 1 


■20-5 b3 


1.69 


1.59 


3.83 


0.66 


■ 0,10 


0,99 


0.13 


0.88 


1J3 1 


32-6 n3 


0.00 


0.01 


0,00 


1,25 


0.61 


0.01 


0.00 


0.05 


0,03 ! 



15 Mikro = Mikroalge; z.B. Porphyridium cruentum; Alginat 1 bis 4 
= verschiedene Reststoffe der Alginatgewinnung ; Lam, = Lamina- 
ria digitata, Macro. = Macrocystis pyrifera, Fucus = Fucus 
serratus; Asco. = Ascophyllum nodosum; GE = Gesamtextrakt ; LE 
= Lipidextrakt nach Entfernen der hydrophilen Best andteile 

20 ("FOLCH"); Ges.-FS = Gesamt-Fettsauren; n6-LCP = Summe der n6 
Fettsauren mit 20 und mehr Kohlenstof f atomen im Acylrest; n3- 
LCP = Summe der n3 Fettsauren mit 20 und mehr Kohlenstof f ato- 
men im Acylrest; 20-4 n6 = Arachidonsaure ; 20-5 n3 = Ei- 
cosapentaensaure , 22-6 n3 = Docosahexaensaure . 

25 Der Extrakt wird vorzugsweise durch Destination unter vermin- 
dertem Druck vollstandig vom Losungsmittel befreit und dann 
den bei der Gewinnung von Speisefetten industriell iiblichen 
Reinigungsverf ahren, wie Bleichung, Entschleimung und Desodo 
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rierung, unterzogen. Das Bleichmittel kann bereits vor dem 
vollstandigen Entfernen des Losungsmittels zugegeben werden. 

Beispiel 2: 

F.vtrRktion von I.ipiden au R der Alge Ascophyllum nodosum mit 
5 90 %igem Ethanol 

Als Rohstoff eingesetzt wurde das Mehl der Alge Ascophyllum 
nodosum. 

Charakterisierung des Rohstoff es Ascophyllum nodosum: 

Wassergehalt : 9,6 % 

10 Korngrofie 

SiebmascbATiweite : % Verteilung 

^^^^ /^ o 

0.5 0.2 
0,25 

15 0,1 75,4 

0,05 23,1 

>0,05 0t9 

Die Losungsmittel-Extraktion uber 4 h wurde mit Ethanol (90 %; 
Vol/Vol) bei verschiedenen Temperaturen vorgenommen. Bei der 
20 verwendeten Anordnung handelt es sich um eine im LabormaBstab 
nachempfundene einstufige Perkolation. Das Verhaltnis zwischen 
eingesetztem Extraktionsmittel und der Rohstof f-Trockensub- 
stanz betrug etwa 4:1 IGew./Gew.). 

Im Vergleich zur Soxhletextraktion (vgl. Tab. 3), bei der eine 
25 Extraktionszeit von 40 h eingehalten wurde, lagen die Ausbeu- 
ten der 4-stundigen Perkolation duchweg relativ hoch. Es 
zeigte sich, daI3 eine Erhohung der Extraktionstemperatur zu 
einer verbesserten Ausbeute bei alien Extraktinhaltstof f en 
fuhrt. Eine weitergehende Optimierung der Ausbeute bei der Ex- 
30 traktion dieses Rohstoffes ist durch eine weitere Erhohung des 
Verhaltnisses zwischen Losungsmittel und Rohstoff oder durch 
eine Anderung der Prozessf iihrung hin zu einer Gegenstromex- 
traktion erreichbar (vgl. Beispiel 3). 
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Tabelle 3 



Extraktionsausbeuten bei der Perkolation i n % beziiglich Roh- 
stof f-Trockensubstanz 



5 



Temp. ( 'P) 




20 


30 


40 


50 


60 


Soxhlet 


GE 


(%) 


8,06 


11,01 


14,34 


16,54 


17,89 


15,7 


FS 


(SS) 


0,93 


1,18 


1,25 


1 ,34 


1,41 


4,22 


20-4 n6 


(%) 


0,09 


0,11 


0,12 


0,13 


0,14 


0,35 


20-5 n3 


(X) 


0,05 


0.06 


0,06 


0,07 


0,08 


0, 13 


Beladung 


(%) 


2,5 


2,3 


3,1 


3,4 


3,7 





GE = Gesamtextrakt ; FS = Pettsaureausbeute ; 20-4 n6 = Ausbeute 
an Arachidonsaure; 20-5 n3 = Ausbeute an Eicosapentaensaure 

Die in Tab. 3 dargestellten Ergebnisse des einstufigen Perko- 
lationsversuches zeigen, dafi mit dieser Versuchsanordnung Aus- 

15 beuten von 41 % der Arachidonsaureanteile und 58,5 % der Ei- 
cosapentaensaureanteile im Vergleich zur Soxhlet-Extraktion 
erzielt werden. Mit dem Perkolationsverf ahren konnten insge- 
samt 33,4 % der maximal extrahierbaren Fettsauren gewonnen 
werden. Der im Vergleich zur Soxhlet-Extraktion erhohte Wert 

20 fur die Gesamtextraktausbeute ist auf den hoheren WassergehallT' 
(10 %) des bei der Perkolation verwendeten Ethanols und die 
daraus resultierende intensivere Extraktion hydrophiler Sub- 
stanzen zuruckzuf iihren . 

Aus Tabelle 3 wird zudem ersichtlich, daB zur Extraktion des 
25 Mehles der Alge Ascophyllum nodosum mit 90 %igem Ethanol eine 
Extraktionstemperatur von ca. 60 *C anzustreben ist, wenn das 
Verfahren hinsichtlich der Miscellabeladung , d.h. des Losungs- 
mittelverbrauches optimiert werden soli. Selbstverstandlich 
sind vergleichbare Ausbeuten auch bei niedrigeren Temperaturen 
30 und entsprechend hoherem Losungsmitteleinsatz erreichbar. 

Beispiel 3 

Stufenweise Gegenstromextraktion eines Reststoffes der Algi- 
natgewinnung mit 90 % Ethanol 



Bei diesem Beispiel wurde ein Rohstoff verwendet, der bereits 
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zur Gewinnung von Alginat eingesetzt wurde (Alginat 1). Bei 
diesem Reststoff handelt es sich um ein Gemisch verschiedener 
Braunalgen-Arten. Die Algenreststof f e wurden nach dem Alginat- 
gewinnungsprozeC getrocknet und gemahlen. so daB sie in Korn- 
5 groBe und Wassergehalt in etwa dem Mehl der Alge Ascophyllum 
nodosum (siehe Beispiel 2) entsprechen. 

Die angewandte Extraktionsmethode der stufenweisen Gegenstroro- 
extraktion entspricht den in technischem MaBstab durchgefuhr- 
ten Verfahren. Im Gegensatz zur Perkolation (Beispiel 1) 

10 schwankt die Extraktbeladung der Miscella bei der mehrstufigen 
Gegenstromextraktion um einen Mittelwert. Je mehr Stufen ein- 
gesetzt werden und je kurzer die Verweildauer des Rohstoffes 
in der Anordnung iat, um so geringer ist diese Schwankung. Mit 
diesem Verfahren konnen im Vergleich zur Perkolation identi- 

15 sche Ausbeuten mit einem Bruchteil des Losungsmittelaufwandes 
bzw. mit ahnlichen Losungsmittelmengen hohere Ausbeuten er- 
zielt werden. 

In dem gewahlten Beispiel wurde eine 4-stufige Versuchsanord- 
nung gewahlt. Die Extraktionstemperatur betrug 20 *C; das Ver— 
20 haltnis zwischen eingesetzter Extraktionsmittelmenge und Roh- 
stof f-Trockensubstanz lag bei 2:1. 

Trotz der vergleichsweise einfachen Anordnung (bei industriell 
betriebenen Anlagen sind 30 und mehr Stufen nicht unublich) , 
konnten in diesem Beispiel Ausbeuten von 66 % der Arachidon- 
25 saure, 72,5 % der Eicosapentaensaure und 45,7 % der Gesamt- 
fettsauren im Vergleich zur Soxhlet-Extraktion erreicht wer- 
den. 
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Tabelle 4 

AM«h^i»t.en der mehrstuf ige r ? Gegenstromextraktion von Al^inat 1 

V^rgleich zur Soxhlet-Extrakt ion in Gew,"% bezugXigh fioh" 
Rtof f-Trockensubstanz 
5 Ausbeute Gegenstromextraktion Soxhlet-Extraktion 

Gesamtextrakt 5,92 7,72 

Gesamtlipidextrakt 4,24 5,56 

Gesamtf ettsauren 1 » 28 2 , 80 

Arachidonsaure (20-4 n6) 0,13 0,20 

10 Eicosapentaensaure (20-5 n3) 0,12 0,16 

Vergleicht man die se Werte mit den Ergebnissen der Perkolation 
von Beispiel 2, warden die Vorteile der Gegenstromextraktion 
deutlich. Obwohl bei der Gegenstromextraktion nur 50 % der L6- 
sungsmittelmenge eingesetzt wurde und die Extraktionstempera- 
15 tur lediglich 20 *C betrug, ubersteigen die Ausbeuten bezlig- 
lich der Gesamtf ettsauren und der Arachidonsaure dennoch deut- 
lich die der Perkolation. 

Beispiel 4 

Rvtraktion von Mehl der Alge A acophvllum nodosum mit verdich- 
20 tetem Kohlendioxid 

Zur Extraktion mit verdichteten Gasen wird der getrocknete und 
gemahlene Rohstoff aus nativen Algen oder aus Reststoffen der 
Alginat- und Carraghenangewinnung verwendet. Der Wassergehalt 
des Ausgangsmaterials liegt iiblicherweise zwischen 5 und 50 
25 Gew.-% vorzugsweise zwischen 10 und 20 Gew.-%* Die Korngrofie 
des Materials betragt 0,01 mm bis 50 mm, vorzugsweise 0,1 mm 
bis 0 , 3 mm. 

Als Rohstoff dient das bereits im Beispiel 2 verwendete Algen- 
mehl von Ascophyllum nodosum. Die Extraktion wurde mit 
30 verdichtetera Kohlendioxid (150 bar, 35 'C, ca. 11 kg CO2 /kg 
Rohstoff) durchgefuhrt.Unter diesen Bedingungen sind minde- 
stens 90 % der insgesamt mit diesem Losungsmittel extrahier- 
baren Lipide zu gewinnen. 
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Tabelle 5 

Extrakt" und Fettsaureausbeuten der HD*Ext raktion von Asco- 
phvllum nodosum im Vergleich zur Ethanol-S oxhlet-Extraktion in 
Gew.-% bezuglich Rohstof f -Trockensubstanz 

5 Ausbeute HD-Extraktion Soxhlet-Extraktion 

Gesamtlipidextrakt 2,50 7,30 

Gesamtfettsauren 2,10 4,20 

Arachidonsaure (20-4 n6 ) 0,18 0,35 

Eicosapentaensaure (20-5 n3} 0,08 0,13 

10 HD = Hochdruck; Gew.-% = Qewichtsprozent 

In Tabelle 5 werden die mit der jeweils bezeichneten Methode 
bezuglich des genannten Rohstoffes maximal erreichbaren Aus- 
beuten gegeniibergestellt . Die Soxhlet-Extraktion steht hierbei 
fiir Verfahren der Losungsmittelextraktion mit Ethanol insge- 
15 samt, da selbst im Prinzip nichts anderes als eine wiederholte 
Perkolation/Mazeration darstellt . 

Um die Qualitat der erhaltenen Extrakte beurteilen zu kbnnen, 
werden in Tabelle 6 die Fettsauremuster der nach den beiden 
Verfahren gewonnenen Extrakte gegeniibergestellt. 
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Tabelle 6 

V^rgleich der Fettsauresoektren eines HD-Extraktes und eines 
Soxhlet-Extraktes von Ascophvllum nodosum; Angaben in Gew.-% 
der Gesamtf ettsauren 



0 



Fettsauren 


HD-Extrakt 


1 SoxJiIet-Extrakt ( 


14-0 




1 in A 


14-1 n5 


0.15 


1 0.12 1 


16-0 


7.46 


12.4 i 


16-1 n7 


0.94 


1.2S 1 


18-0 


0.97 


0.93 1 


18-1 n9 


53.8 


43.8 1 


18-2 n6 


9.56 


8.0 j 


20-0 


0.34 


0.29 ! 


lS-3 n3 


1.58 


Z2 i 


20-1 n9 


0.48 


0.11 ! 


20-2 n6 1 


1.77 


131 i 


22-0 


ZS8 1 


0.12 1 


20-3 n6 


0.91 1 


0.59 1 


22-1 n9 


0.44 1 


0.30 ! 


20-4 n6 


7.26 1 


8.05 i 


20-5 n3 


2.18 ! 


3.06 ! 



HD = Hochdruck; Gew.-% = Gewichtsprozente 

15 Die Ergebnisse in Tabelle 6 machen deutlich, daB der Losungs- 
mittelextrakt aus Ascophyllum nodosum im Vergleich 2um HD-Ex- 
trakt hinsichtlich des Anteils an Arachidon- und Eicosapen- 
taensaure nur eine geringftigig gunstigere Zusammensetzung auf 
weist. Da mit Hilfe der Hochdruck-Extraktion in erster Linie 

20 unpolare Lipide (Triglyceride) extrahiert werden, muB davon 
ausgegangen werden, dafi die wertgebenden Fettsauren auch mit 
hohen Anteilen in diesen Lipiden vorkommen. 

Beispiel 5 

Abtrennung der Lipidf rakt ion aus der Miscella dur ch Erhohung 
2 5 des Wassergehaltes 



Die Abtrennung der Lipidf rakt ion aus der Miscella durch Erho- 
hung des Wassergehal tes wurde am Beispiel der durch stufen 
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weise Gegenstromextraktion von Alginat 2 mit 90 %Ethanol er- 
haltenen Miscella durchgefiihrt. Es wurden 5 aliqu te Teilmen- 
gen der Miscella abgenomraen und diese ausgehend von den 10 % 
Wasser in der Ausgangsmiscella gezielt auf verschiedene Was- 
5 sergehalte eingestellt (vgl. Tab. 7). Die nach Wasserzugabe 
abgeschiedenen Extrakte wurden durch Zentrif ugieren. Abdekan- 
tieren des Oberstandes und abschlieOendes Trocknen gewonnen. 

Aus der nachstehenden Tabelle 7 wird ersichtlich, welcher Zu- 
sammenhang zwischen dem Wassergehalt der Miscella und der Aus- 

10 beute der abgeschiedenen Lipidf raktion. besteht . GegenUberge- 
stellt werden die erhaltenen Lipidausbeuten einem Vergleichs- 
extrakt, der durch vollstandiges Abdampfen des Losungsmittels 
einer aliquoten Menge aus der Ausgangsmiscella gewonnen wurde. 
Dabei werden die Ausbeuten relativ in Prozent des Vergleichs- 

15 extraktes dargestellt ( Vergleichsextrakt = 100 St). 

Tabelle 7 

^ ,.^.^.. ^,K^»-Hon dr r V fr-y^ Ah.r.heidunff durch Erho- 

y,-r " H^^te^ - hertiHirh des Verfileishag^Ll 

<= too Wftrte fi»r Wasaerf>fthftl t in % »bsolut 



Wassergehalt 

ge" 

LE 
FS 

20-4 n6 
20-5 n3 



46.06 
48.28 
51.59 
64.56 
57.49 



55.7 

78.63 
74.92 
90.07 
1003 
97.94 



45.75 

84.76 
80.68 
93.24 
102.9 
102j2 



50 

"stTsi 

84.8 
94.61 
105.1 
104.41 



55 

lsj73_ 
L32 
S4.7 
97.58 
95.62 



25 GE = Gesamtextrakt; LE = Lipidextrakt ; FS = Fettsauren; 20-4 
n6 = Arachidonsaure; 20-5 n3 = Eicosapentaensaure 

Die Werte in Tabelle Nr. 7 zeigen, dafi bereits ine Erhbhung 
des Wassergehaltes der Miscella von 10 % auf 35 % ausreicht. 
um die Lipide. in denen die wertgebenden Fettsauren Arachadon- 
30 und Eicosapentaensaure lokalisiert sind. nahezu quantitatxv 
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abzuscheiden. Die Werte uber 100 % resultieren vermutlich da- 
raus, dafi aufgrund der hoheren Reinheit der Lipidf raktionen 
nach Abscheidung im Vergleich zu Vergleichsextrakt die Fett- 
sauren vollstandiger in die gaschromatographisch bestimmbaren 
5 Derivate iiberfiihrt werden konnen. 

Das hier angewandte Verfahren der Lipidabscheidung aus der 
Miscella durch Erhohung des Wassergehaltes waist zudem ver- 
schiedene verf ahrenstechnische Vorziige auf: 

1. Durch die starke Erhohung des Wassergehaltes der Miscella 
10 findet eine Vorreinigung des Extraktes statt, denn hydro- 

phile Substanzen, die boi einem Wassergehalt des Extrak- 
tionsmittels von 10 % bereits mitextrahiert wurden, blei- 
ben in Losung und miissen auf diese Weise nicht erst nach- 
traglich durch aufwendige Verfahren aus dem Gesamtlipid- 
15 extrakt entfernt werden, 

2. Alginate oder Carraghenane , die vor allem aus den nativen 
Algen in z.T. recht groBen Mengen durch 90 % Ethanol ex- 
trahiert werden, konnen bei der Losungsmittelriickgewin- 
nung in moderenen Verdampf ersystemen /z.B. Fallstroinver- 

20 dampfer) zu Storungen fUhren. Wird der Lipidextrakt je- 

doch durch Zugabe von Wasser aus der Miscella gewonnen, 
halt der WasseriiberschuB die hydrophilen Hydrokolloide in 
Losung, so dafi die Abtrennung des Losungsmittels aus der 
Restmicella problemlos durchgefiihrt werden kann. 

25 Urn uberprufen zu konnen, ob durch die Wasserzugabe eine selek- 
tive Abscheidung der Lipide aus der Miscella und damit eine 
Veranderung des Fettsauremusters der Lipide stattfindet, wurde 
exemplarisch der bei einem Miscella-Wassergehalt von 55 % ab- 
geschiedene Extrakt und der Vergleichsextrakt gaschromatogra- 

30 phisch untersucht. 

Der in der nachstehenden Tabelle 8 aufgefuhrte Extrakt 1 wurde 
durch Erhohung des Wassergehaltes auf 55 % aus der Ausgangs- 
miscella gewonnen, wahrend der Vergleichsextrakt durch Abdamp- 
fen des Losungsmittels aus der Ausgangsmiscella erhalten 
35 wurde . 
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Tabeile 8 



P«>tt.sauremi.«t^r eines 55 % Wasseranteil flh«>eschiedenen Ex- 

traktes i m Vergleich zum Gftsamtext r altt : Angahen in Gew.-% der 
Gesamtfettsauren 



10 



Fettsuuren 


Ext. 1 


Vercletchscxtralct 








14.0 


8.26 


7.9 


14-1 u5 


0.76 


0,69 


16-0 


19.73 


18.9 


16-1 n7 


4.28 


4.32 


18-0 


0.43 


0.39 


lS-1 n9 


24J6 


22.46 


lS-2n6 


7.S8 


7.43 


20-0 


0J7 


0.34 


lS-3 n3 


6.97 


6.77 


20-1 n9 


0,17 


0.15 


20-2 n6 


0.27 


0.26 


20-3 n6 


0.4 


0,37 


22-1 n9 


0.08 


0.07 


20-4 n6 


11.44 


10.72 


20-5 n3 


10.56 1 


10.01 


22-6 n3 


0.46 1 


0,36 



15 



Die Ergebnisse der Fettsaureanalyse in Tabeile 8 zeigen, dafi 
sich die Fettsaurespektren der beiden Extrakte nicht wesent- 
lich unterscheiden. Auch die Anteile der wertgebenden Fettsau- 
20 ren Arachidon- und Eicosapentaensaure stimmen mit 10 bis 11 
Gew.-% nahezu iiberein. Dieses Ergebnis bestatigt die bereits 
in Tabeile 7 dargestellten Ergebnisse, dafl durch gezielte Was- 
serzugabe eine quantitative Abscheidung der Lipide und Fett- 
sauren aus der Roh-Miscella inoglich ist. 
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Beispiel 6 

Nachstehend ist die Abtrennung des Neutrallipidextraktes durch 
Extraktion mat verdichteten Gasen beschrieben. 

In einer geeigneten Anlage wird die mit organischen LosungB- 
5 mitteln ( vorzugsweise Ethanol ) gewonnene Miscella oder ein 

ganz Oder teilweise vom Lbsungsmittel befreiter Extrakt in ei- 
nem Extraktionsautoklaven in Kontakt mit verdichteten Gasen, 
vorzugsweise Kohlendioxid gebracht. Dem verdichteten Gas kann 
ein Schleppmittel zur gezielten Einstellung der Extraktionsei- 
10 genschaften zudosiert werden. 

Wurde das flvissige Losungsmittel vollstandig aus dera Extrakt 
entfernt, und dem Extraktionsgas kein Schleppmittel beige- 
mischt, werden aus dem Extrakt selektiv die Triglyceride, Ca- 
rotinoide, Chlorophylle und Phytosterine herausgelost . Durch 
15 geeignete Wahl und Dosierung des Schleppmittels bzw. unvoll- 
standige Abtrennung des flussigen Losungsmittels aus dem Ex- 
trakt kbnnen die Losungsseigenschaf ten des Extraktionsgases 
wesentlich erweitert werden. 

Durch Druckminderuftg und/oder TemperaturerhShung des Extrakti- 
20 onsgases wird dessen Losungskapazitat stufenweise verringert. 
In jeder dieser Stufen fallt ein bestimmter Teil der gelosten 
Lipide als Extraktf raktion an. Auf diese Weise erfolgt primar 
eine Fraktionierung der Lipide in eine unpolare und eine po- 
lare Fraktion. Die unpolare Lipidf raktion kann dann im Zuge 
25 einer mehrstufigen Abscheidung einer weiteren Fraktionierung 
unterzogen werden. 

Diese Abtrennung wird anhand einer CO2 -Hochdruck-Gegenstromex- 
traktion einer Miscella naher erlautert. 

Ein Aliquot einer Miscella, die durch eine Mazeration von Al- 
30 ginat 2 mit 90 % Ethanol gewonnen wurde, wird im Gegenstrom 
mat verdichtetem Kohlendioxid (150 bar, 35 *C) in einer Ab- 
trlebssaule extrahiert. Nach der Extraktion wird das verdich- 
tete Gas in einem Abscheideautoklaven auf 20 bar entspannt, so 
d&R das im Fluid geloste Lipid als Extrakt anfallt. Am Boden 
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der Saule sammelt sich die nicht im Fluid losliche Fraktion. 
Sie besteht aus polaren Lipiden und dem nicht lipophilen Rest- 
extrakt. Der FUllstand des Abscheiders und der Abtriebssaule 
kann wahrend der Extraktion uber Sichtfenster visuell kontrol- 
5 liert werden. Beide Fraktionen werden im Laufe der Extraktion 
bei Erreichen einer bestimmten Fullhohe uber ein Ventil abge- 
nommen • 

Die Mazeration wurde in diesem Beispiel als einstufige Batch- 
Extraktion bei 35 'C uber 20 h durchgefuhrt . Die Miscellabela- 

10 dung betrug vor Hochdruckextraktion bezUglich Gesamtextrakt 
1,37 % und bezUglich Lipidextrakt 1 %. Von der durch die Maze- 
ration erhaltenen Miscella wurde eine Teilmenge abgenommen und 
zur Hochdruckextraktion eingeaetzt. Nach der Hochdruckextrak- 
tion konnten im Abscheider 41,3 % des Gesamtextraktes und 50,9 

15 % des Lipidextraktes wiedergefunden werden. 

OftenhroHifttographische U ntersuehung der Extrakte im Abscheider 
iind vor der H T^-Extraktion 

Um beurteilen zu konnen, ob aich der durch die Hochdruckex- 
traktion erhaltene Neutrallipidextrakt infolge der Fraktionie- 
20 rung in der Zusammensetzung der Fettsauren gegenuber dem Ge- 
samtextrakt unterscheidet, wurde eine gaschromatographische 
Analyse des Fettsauremusters des Extraktes vor und nach der 
Hochdruckextraktion durchgefUhrt . 
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Tabelle 9 

Tr^tt^ftir^mnster «»ines du r ch Mazeration erh^ltenen Li,pidextirak- 
t>»a Alls Alginat 2 vor und nach de r Hochdruek-Extraktion (HD-E) 
j.n Gew.-% der Gesamtf ettsauren 

5 



15 



rcCbSauren 


vor HD-E 


nach HDE i^b* i 








12-0 


0.36 


0,51 1 


14-0 


3,25 


7.65 1 




0.07 


0.00 1 


1 yf 1 M< 

113 


0,41 


0.27 1 


15-0 


036 1 0,11 t 


D 16-0 


20.17 1 19.42 t 


1 116-1 n7 


0,27 1 0.23 1 


1 16-1 n7 


3.56 1 3,42 1 


17-0 


0.15 0,11 1 


18-0 


1.04 


0,61 1 


ilS-1 n9 


0.07 


0.02 I 


18-1 n9 


26.02 


22,85 ■ 1 


lS-2 n6 


7.10 


6,18 ! 


19-0 


0.00 


0,00 1 


18-3 n5 


4,68 • 


6,18 1 


lS-4n3 


9.64 


12.47 1 


20-0 


0.61 1 039 1 


20-1 n9 


0,14 


0,05 1 


20-2 n6 


0,49 


0,42 1 


20-3 n6 


0,50 


0J5 1 


20-4 n6 


7,S4 


7,60 1 


20-3 n3 


0.14 


0.15 I 


20-5 n3 


7.68 


10,37 ! 


22-0 


0.05 


0,07 1 


22-1 n9 


0,11 


0,17 1 


24-0 


0.07 1 0.06 1 


24-1 n9 


0.10 1 0,28 1 


22-6 n3 


0.11 1 0,03 ! 




1 1 


Sunime 


100 1 100 1 



HDE = Hochdruckextraktion; Gew.-% = Gewichtsprozent ; FS = 
Fettsauren; n.HDE i.AB. = nach Hochdruckextraktion im Absc 
der 
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Der Vergleich der Fettsaurespektren der Lipidextrakte vor und 
nach der Hochdruckextraktion zeigt, dalJ sich das Fettsauremu- 
ster der Neutrallipidf raktion nicht wesentlich vom Gesamtex- 
trakt unterscheidet. Der Anteil der physiologisch bedeutsamen 
Fettsauren Arachidonsaure (20-4 n6 ) und Eicoaapehtaensaure 
(20-5 n3) im Neutrallipidextrakt Endert sich infolge der HD- 
Extraktion nicht zum Negativen, sondern steigt im Qegenteil im 
Falle der Eicosapentaensaure sogar an. 

Die Ergebnisae dieses Versuches zeigen, dafi die LCP's in we- 
sentlichen Anteilen in den Neutrallipiden der Reststoffe der 
Alginatgewinnung lokalisiert sind. 
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patentansprOche 



1 . Verf ahren zur Gewinnung von Lipiden mit einem hohen 

Anteil von langkettig-hochungesattigten Fettsauren (LCP) 
5 mit 20 bis 22 C-Atomen durch Extraktion aus einem Rohma- 

terial tierischen oder pflanzlichen Ursprungs 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Rohmaterial einzellige Algen (Mikroalgen) , 
Makroalgen aus den Familien der Braun- , Rot- und Griin- 
10 algen und/oder Reststoffen der Alginat- bzw. Carraghenan- 

gewinnung mit einem Wassergehalt < 50 Gew.-% und einer 
Korngrbfie S 50 mm einsetzt und 

dafi man zur Extraktion ein organisches Losungsmittel oder 
ein verdichtetes Gas verwendet. 

15 2. Verf ahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi man ein Rohmaterial mit einem Wassergehalt von 5 bis 
50 %, insbesondere 5 bis 15 Gew*-%, und mit einer Korn- 
grofie von 0,01 bis 50 mm, insbesondere 0,1 bis 1,0 mm 
20 einsetzt, 

3, Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

daf3 man mit einem mit Wasser in jedem Verhaltnis misch- 
baren Losungsmittel, insbesondere einem niederen Alkohol, 
25 bei einer Temperatur von 20 bis 65 'C, insbesondere 60 

'C, extrahiert und dafi man die Extraktion in Form einer 
ansatzweisen Extraktion I Mazeration ) , Perkolation, Dekan- 
terextraktion oder Gegenstromextraktion durchfuhrt. 



wo 93/25644 



PCT/EP93/01334 



30 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalJ die mit Hilfe eines mit Wasser in jedem Verhaltnis 
mischbaren Losungsmittel , insbesondere Ethanol , bei 20 'C 
5 Oder daruber gewonnene Extraktionsf lUssigkeit (Miscella) 

mit Wasser soweit verdunnt, insbesondere auf 20 bis 90 
Vol.-%, und/oder soweit abkuhlt, insbesondere auf < + 20 
•C bis - 60 *C, daB sich der Lipidextrakt zumindest teil- 
weise abscheidet, und 
10 dafi man den so erhaltenen Lipidextrakt abtrennt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die mit Hilfe eines organischen Lbsungsmittels 
gewonnene Miscella oder den daraus erhaltenen, teilweise 
15 Oder vollstandig vom Losungsmittel befreiten Extrakt mit 

einem verdichteten Gas extrahiert und die im verdichteten 
Gas geloste, neutrale Lipidf raktion sowie gewunschten- 
falls die nicht im verdichteten Gas in Losung gegangene , 
polare Lipidf raktion isoliert. 

20 6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 5, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die angewandten DrUcke der verdichteten Gase 60 bis 
2000 bar. insbesondere 70 bis 500 bar, und die Temperatur 
- 20 bis + 200 'C, insbesondere + 20 bis + 60 'C, betra- 
25 gen. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man Kohlendioxid als verdichtetes Gas einsetzt, dem 
ein Schleppmittel beigegeben sein kann. 

30 8. Lipidextrakt oder Lipidextraktf raktion von einzelligen 
Algen (Mikroalgen) , Makroalgen aus den Familien der 
Braun-, Rot- und Qrunalgen und/oder den Reststoffen der 
Alginat- bzw. Carraghenangewinnung , 
gekennze ichnet durch 

35 einen Gehalt an Arachidonsaure von mindestens 5 GeK.-% 
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und/od r einen Gehalt an Docosahexaensaure von mindestens 
3 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtg wicht der Fettsauren. 

9. Lipidextrakt oder Lipidextraktf raktion, 

erhaltlich nach dem Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 
bis 7. 

10. Lipidextrakt oder Lipidextraktf raktion nach Anspruch 9, 
gekennzeichnet durch 

einen Gehalt an Arachidonsaure von mindestens 5 Gew.-% 
und/oder einen Gehalt an Docosahexaensaure von mindestens 
3 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht der Fettsauren. 

1 1 . Nahrungsmi ttel , 

dadurch gekennzeichnet, 

daB sie einen Lipidextrakt oder eine Lipidextraktf raktion 
nach einem der Anspriiche 8 bis 10 enthalt 

12. Verwendung des Lipidextraktes oder der Lipidextraktf rak- 
tion nach einem der Anspriiche 8 bis 10 als Zusatz zum 
Fettkorper von Sauglingsnahrungsprodukten, als Diatetika 
zur Arteriosklerosepravention, zur Pravention von Auto- 
immunerkrankungen (Atopien) und als Zusatz zu kosme- 
tischen Produkten. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inteniatiooal applicatioa No. 
PCT/EP 93/01334 



A. CLASSinCATION OF SUBJECT MATTER 

Int.Cl.^ CllBl/10; CllCl/00; A23L1/337 
Aooording to Interoational Patent a&ssiTtcation (IPC) r to both national dasstficati n and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Miaimum documeDtttion searched (dassification system followed by dassincatioD symbols) 



Int. CI. 



CllB: CllC; A23L 



DocumenUtion searched other than minimum documentatioa to the extent that such documents are ind tided in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of datt base and, where pncticable, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with iodication, where appropriate, of the rdevant passages 



Relevant to daim No. 



X 

y 

Y 
A 
A 



DE, A, 3213744 (NIPPCXQ SUISAN KAISHA CO. LTD.) 
04 November 1982 

see page 6, paragraph 4; claims 1,2,4 

see page 7, paragraph 2 - page 8, paragraph 3 

EP, A, 0092085 (SOCIETE DBS PRODUITS NESTLE S.A.) 
26 October 1983 

see page 6, line 30 - page 8, line 19: claims 8,10,13 

EP, A, 0459744 (THE SCOnnSH AGRICULTURAL COLLEGE) 
04 December 1991 

see page 3; claims 2,9; figure 1 

PATEOT ABSTRACTS OF JAPAN 

Vol. 009, No. 071 30 March 1985 

& JP,A,59204128 (TOUGIYCXJ KAIHATSU KENKYUSHO KK) 

19 November 1984 

see aibstract 



8,10-12 
1-7 

1-7 

11,12 

1,8,11 

1,3,12 
./... 



_| Further documents are listed in the continuation of Box C. Q See patent family annex. 



SpecUl categories of cited docomeob: 

'A" document defining the general sute of the art which is not mnsideied 
to be of particular relevance 

B" earlier document but publ ished on or after the international filii^ date 
V* document which may throw doubts on priority claim(8) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
speaal reason (as spewed) 

document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

F* document published prior to the international fiUoe date but later than 
the priority date claimed 



*T" later document publishedafter the Intematioaal filing dale or priority 
date and not in conflict with the application but dted lo understand 
the priodple or theory underiying the invention 

**X** doeumeot of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

*'Y" document of particular relevance; the dainoed invention cannot be 
considered to involve an inventive step wbeo the document ts 
combined with oneor moreotbersuch doounents, such oombinaUon 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 



Dale of the actual completion of the international search 
30 September 1993 (30,09 93) 



Date f mailing of the international search r^>ort 
12 October 1993 (12.10.93) 



Name and mailing address of the ISA/ 

EUROPEAN PATENT OFFICE 
Facsimile No. 



Authorized officer 



Telephone No. 



Form PCr/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Uueraauonai appticaiion No. 

PCT/EP 93/01334 



C (Cominuation ). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category' 



Citttion f document* with indication, where appropriate, f the rdevam passages 



Relevant to claim No. 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

Vol. Oil, No. 232 29 July 1987 

& JP, A, 62045532 (NISSHIN OIL MILLS LTD) 

27 February 1987 

see abstract 

DATABASE WPI 

Section Ch, Weel 9043, 1990 

Derwent Piablications Ltd., London, GB; 

Class D, AN 90-326188 

& JP, A, 2235997 (HASEGAWA KK) 

18 September 1990 

see abstract 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 7404, 1974 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class D, AN 74-06196 

& JP, A, 47039514 (RIKEN VITAMIN OIL CO) 
08 December 1972 
see abstract 



1,3,12 



1,3,5-7 



1,3,12 



Fono PCT/lSA/210 loonaouauon ot second sneet) (iuly 1992) 



i 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. |P . 

SA 75683 



hiis 

Tte 
He 



Bttg the patent HxaHy mcmbef s rciatiitg to the patent rfo cit mnrtw dted in tfaeabo^ 
cantaliied la d» Enropcso Patent Office EDP file on 
Office i> in no wagr liable for dtcsD pattkalara wbkfa are nerety 



uteraatioBal seaich report- 
purpose of infonnatioD. 30/09/93 



crted ni acareh KpoK 



OE-A-3213744 



04-11-82 



JP-A- 
JP-A- 
GB-A- 



57169416 
57183716 
2098065 



19-10-82 
12-11-82 
17-11-82 



EP-A-0092085 



26-10-83 



AU-B- 

AU-A- 

AU-A- 

CA-A- 

CA-A- 

EP-A,B 

6B-A,B 

JP-C- 

JP-B- 

JP-A- 

JP-B- 

JP-C- 

JP-A- 

US-A- 

US-A- 

US-A- 

US-A- 

US-A- 



567091 
1308483 
1316983 
1195172 
1216592 
0092076 
2118567 
1723581 
4004298 

58189110 
1055680 
1569005 

58192828 
4970235 
5011855 
4938984 
4526793 
4703060 



12- 11-87 
20-10-83 
20-10-83 
15-10-85 

13- 01-87 

26- 10-83 

02- 11-83 
24-12-92 

27- 01-92 
04-11-83 
27-11-89 
10-07-90 
10-11-83 
13-11-90 
30-04-91 

03- 07-90 
02-07-85 
27-10-87 



EP-A-0459744 



04-12-91 



None 



I 
s 

o 



O 

M For more details about this annex : see ffidal Jonmal of the European Patent ffioe» No. 12/82 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

1 ftf^KBWtffRtltff AkUSUiClMD 



PCT/EP 93/01334 



LKLASSfflKAn N DES ANMEU>UNGSGEGEN5TANDS (bd oiAimD Ktassifiluti^^ 



Nich ier imcmtioiialcn Pittmkinrifflmfam (DPQ odcr nach 4cr niiioMltn 

Int.Kl. 5 CllBl/10; CllCl/00; 



iChTrffllmhin vmiUrlPC 

A23L1/337 



n. BECHERCHIERTE SACHGE8IE1X 



UtssifilutioiistytaD 



lOigifi kirioniiyaibplt 



Int.Kl. 5 



CUB ; 



cue ; 



A23L 



Bcdmdilcrto Dlcbt xiiii MiiJcrtpiDfUufl gABrarfc Vifllfeuillftiiimcp. 

r <i« MchCNhknoi SacbtektaMfUla ' 



UL EINSCULAGIGE VEROFFENTUCHUNGEN * 



Art* 



Bar.AB^nicfeNr." 



DE,A,3 213 744 (NIPPON SUISAN KAISHA CO. 
LTD.) 

4. November 1982 

slehe Selte 6, Absatz 4; AnsprQche 1,2,4 
slehe Selte 7, Absatz 2 - Selte 8, Absatz 
3 

EP.A.O 092 085 (SOCIETE DES PRODUITS 
NESTLE S.A.) 
26. Oktober 1983 

slehe Selte 6, Zelle 30 - Selte 8, Zelle 
19; AnsprUche 8,10,13 

EP,A.O 459 744 (THE SCOHISN AGRICULTURAL 
COLLEGE) 

4. Dezenber 1991 

slehe Selte 3; AnsprQche 2,9; Abbildung 1 



8,10-12 
1-7 

1-7 

11,12 

1.8.11 



Boontee KatcgoricD mm 



VcrOffcntiicluiugni 



to . 



'A' VaMfcmUcbnag, die den aUgemetnen Stud der Techatk 

wrnlcb' ■- ^ ' * * 



dcfiBkit, eber nicbt als bcmnden fciidnutnuii tamwhen 1st 

iliens DoluiiMm, das Modi cm am Oder aach den intcna* 
tionalun AmaeldeditinD voOffenUidit wordcn tst 

*L' VcrtffoBtUchuDK, die t«l0ict Ist. docn PrioiltltsuiiuBdi 
iwdfclbaft «sc&eiiMa zn bsMD, Oder daieh die das Vertf- 
ftttlichongriatuin eincr anderen in Recfavdiaibericht ge- 
BaaBtcA VefOfftBtUchoDg betcgt wcrden soil odcr die aos d 
andcfen teoBdcrca Gfimd an gegeben 1st C«ie augefehit) 

'O* VcrMfditUdinifrdiesidiairfdaemttDdlidieOftaibaniDg, 
eine Beaotmag, dne Ansstdluag odcr aadere Ma&mhacD 



VvOffcDtliduma tie vor dem Istefnattoaalen Aniaddcte- 
tniDi aber nadi sen beusaniditeB FriwitMifdetyin wOffat- 
lidttnoidcnlst 



1* S^tere VertHditlidtpng, die nach de n tBterm ttiena ten A n- 
BeUcdatan edcr dem nIoiititsdatiiB vei Of f catUdit vrardcn 
bt and ntt der AuBddnogiildlt koUldicrt, soBdcm Dttrmn 
Vemaadnis dei der Erfiadttng xiisfii&d«Ueg«iden Prindps 
Oder dor Ihr ngnnuldicseDdcn Tbeorie angegebo 1st 

'V VetOBentHdiang wa bea»d»g Badentnng; die beaaipnidH 
toEifiadmg kaaa aidit ait nm odcr anf crfiBdcilsdier Tilig- 
kdt bernboid belracfttct ncrdca 

Verttff cntUcfaiDg ¥pn beanadcrer nfldwitiiru; die bcaasanidi- 
taErfiadimg luon aidit als anf crfiBdcdscber Tiltiglidt be- 
inbad betiaditet mdca, wens dieVaMfatUdtaag nit 
dtttf Oder Bcnrcfco anderen VcrOffcntUdmsMB dlescr Kate- 
gprie is Vcri^ndasggebmcbt vird usd dioM VcrMadnng fUr 
~ ftroinn nandiegcnd bt 



I Fathrainp nandiegcnd 
"Sr VerOffdttlldum^dieMltgUcddeisdbeBPitCBtfBmmetst 



IV. BESCHEINIGIJNG 



Datuin dcs Absdiliisses der Intcnattoaaicn Rediercbe 

30. SEPTEMBER 1993 



Atstmmnim tm Inttrnitionaloi awhactoahatete 



^ 2. W. S3 



intaaatioade RedicrGbesbefafirde 

ECR PAISCHES PATENTAMT 



lintcnduift dcs bevDUaHditigtcn Bcdiesstctcs 

KANBIER D.T. 



_____ PCT/EP 93/01334 



DL EINSCHLAGIGE VEROFFENTUdfUNCCN (Fomamngvoo Bli« 1) 


Aft" 


ILc&BSdcfaBiiag 4er VcfMfditUcbsng, sewtt oforicrilch nstcr ADgtbe 4cr auOgeUklMD T«Ue 


Batr. A»ipn>fh Nr. 


A 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 009, no. 071 30. MSrz 1985 

& JP.A,59 204 128 ( KOUGIYOU KAIHATSU 

KENKYUSHO KK ) 19. Novenber 1984 

siehe Zusannenfassung 


1,3,12 


A 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. Oil. no. 232 29. Jull 1987 

& JP.A,62 045 532 ( NISSHIN OIL MILLS LTD 

) 27. Februar 1987 

siehe Zusaimenfassung 


1,3,12 


A 


DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9043, 1990 

Oerwent Publications Ltd., London, GB; 

Class D, AN 90-326188 

& JP,A,2 235 997 (HASEGAWA KK) 18. 

September 1990 

siehe Zusaimnenfassung 


1,3,5-7 


A 


DATABASE WPI 

Section Ch, Week 7404, 1974 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class 0. AN 74-06196 

& JP,A,47 039 514 (RIKEN VITAMIN OIL CO) 
8. Dezember 1972 
siehe Zusammenfassung 


1,3,12 



FftniblMt PCT/ISA/210 ^Immxtoem} iJauar l«t5) 



ANHANG ZIM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 

CBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. |P , 

SA 75683 



In diem AnKumc «d die IVIitglieder 4cr Pitcnt^^ 

Die Asgabcn fiber & FamOicnmittfcdBr ctsprecfacu dnn Stud der Dstei dcs EuvpibdiCD Pfttntamts wm on /no /Q9 

DiesD Aneabca dtenen nir ar UmBmditiiiig and ctfolgen elne Gewihr. 



Im tetocte ibcffcfat 



Mh iikd(c r)dcr 
pBtEBtiuDilie 



DE-A-3213744 



EP-A-0092085 



EP-A-0459744 



04-11-82 


JP-A- 


57169416 


19-10-82 




JP-A- 


57183716 


12-11-82 




es-A- 


2098065 


17-11-82 


26-10-83 


AU-B- 


567091 


12-11-87 




AU-A- 


1308483 


20-10-83 




111 A 

AU-A- 


1316983 


20-10-83 




CA-A- 


1195172 


15-10-85 




CA-A- 


1216592 


13-01-87 




- EP-A.B 


0092076 


26-10-83 




GB-A,B 


2118567 


02-11-83 




JP-C- 


1723581 


24-12-92 




JP-B- 


4004298 


27-01-92 




JP-A- 


58189110 


04-11-83 




JP-B- 


1055680 


27-11-89 




JP-C- 


1569005 


10-07-90 




JP-A- 


58192828 


10-11-83 




US-A- 


4970235 


13-11-90 




US-A- 


5011855 


30-04-91 




US-A- 


4938984 


03-07-90 




US-A- 


4526793 


02-07-85 




US-A- 


4703060 


27-10-87 


04-12-91 


Kelne 







FtiT Bfthcre Eimdheita zu diesem Aobang : siche Amtthlmtt dcs Europiiscten Patc&tamts, Nr.lZ/82 



